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La presente invention est relative a un vecteur peptidique de 
transfection, a une composition contenant ledit vecteur ainsi qu'a leurs appli- 
cations dans le traitement (medicaments) et la prevention (vaccins) des mala- 
dies humaines et animales. Ledit vecteur est notamment apte a dispenser a 

5 des cellules cibles convenables, des sequences nucleiques, des proteines, des 
peptides et des substances chimiques d'interet. 

Dans le domaine de la therapie genique, de nombreuses 
compositions, utiles pour transfecter efficacement les cellules eucaryotes avec 
un materiel genetique selectionne ont ete decrites. 

10 II existe essentiellement deux grands types de vecteurs de 

transfection : 

- les vecteurs de transfection naturels, tels que les virus ou les 
virus modifies, qui sont efficaces mais qui presentent des limites d'utilisation : 
non-specificite tissulaire, necessite d'obtenir des constructions pour chaque 

15 gene d'interet et risques potentiels pour Tenvirormement, qui conduisent a la 
mise en place d'infrastructures cliniques couteuses et contraignantes pour le 
malade et le personnel ; 

- des agents non-viraux (vecteurs synthetiques), capables de 
promouvoir le transfert et I'expression de substances chimiques telles que 




20 r ADN, dans les cellules eucaryotes. Cette demiere strategie represente ime 
alternative aux vecteurs viraux. 



Ces vecteurs synthetiques doivent avoir essentiellement deux 
fonctions : condenser I'AUJN a transtecter et promouvoir sa fixation celluWc 
ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et eventuellement les 
25 membranes nucleaires ; de tels vecteurs doivent done mimer le fonctiorme- 
ment des virus, pour etre efficaces ; toutefois, il apparait que les differents 
vecteurs proposes dans Tart anterieur ne presentent pas ces deux fonctions, 
de maniere optimale et peuvent, en outre, selon les cas, etre toxiques pour les 
cellules. 
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Parmi ces agents non-viraux, on peut tout d'abord citer les 
polymeres cationiques et les lipides cationiques. Les premiers sont generale- 
ment constitues de polylysine, alors qu'il existe line grande variete de lipides 
cationiques (liposomes ou pseudo-liposomes), chaciin dormant des efficacites 
5 de transfection variable suivant les types cellulaires (DOTMA, etc.). 

La partie lipidique qui interagit avec et/ou destabilise les 
membranes permet la fusion et Tentree du complexe ADN/liposome. 

Cependant, la transfection d'ADN par les liposomes, bien que 
moins immunogenique que celle realisee a Taide des polymeres cationiques, 
10 est en fait un procede relativement inefficace. 

Le mecanisme majeur de Tentree des complexes 
ADN/ liposomes, est, semble-t-il, Tendocytose ; en consequence, I'ADN trans- 
fecte est piege dans les vesicules intracellulaires et detruit par les enzymes 
lysosomales. 

15 Meme si une partie de TADN transfecte est libere dans le 

cytoplasme par im effet d'action de masse, seulement une petite fraction de 
cet ADN se retrouve effectivement dans le noyau. 

Des agents capables d'augmenter la liberation de TADN des 
vesicules endosomiques et son passage dans le noyau peuvent augmenter le 
20 taux de transfert genique. 

Parmi ces agents, on distingue : 

- ceux qui ciblent le complexe vers vin autre point d'entree : le 

riblag^ ^^^^ oViff>rm par Pvpmplp Pn rnnplant Hpr ligands aux polymeres de 

polylysine ; le ciblage peut aussi se faire apres I'intemalisation, en dirigeant 
25 les complexes vers le noyau (Demande Internationale PCT WO 95/31557) et 

- ceux qui evitent la degradation endosomale : pour echapper 
a la degradation endosomale, il a ete propose d'incorporer un agent endoso- 
molytique dans le complexe, tel que des particules adenovirales (Demande 
Internationale PCT WO 93/07283) ou plus recemment des peptides synthe- 
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tiques a activite endosomolytique, qui augmentent la liberation de I'ADN 
dans le cytoplasme. 

Compte tenu de ce qui precede, differents types de complexes 
ont ete proposes ; on peut citer, des complexes associant des liposomes et des 

5 peptides, tels que ceux decrits dans : 

- la Demande Internationale WO 96/25508, qui d^crit des 
compositions comprenant (i) I'acide nucleique a transfecter, (ii) un agent de 
transfection, tel qu'un polymere cationique et/ou im lipofectant, (iii) im 
compose peptidique intervenant au niveau de la condensation de I'acide 

10 nucleique, constitue en tout ou partie de motifs peptidiques possedant une 
majorite d'acides amines a caractere basique comme la lysine, I'histidine, 
Targinine (histones, nucleoline, protamine ou leurs derives) et eventuellement 
(iv) un element de ciblage permettant d'orienter le transfert de I'acide 
nucleique, tel qu'vm ligand de type intracellulaire comme une sequence signal 

15 de localisation nucleaire (NLS) qui privilegie I'accimiulation de I'ADN tirans- 
fecte au sein du noyau et qui peut etre associe au compose peptidique pour 
former im peptide chimere comprenant un fragment de proteine (histone ou 
protamine ou nucleoline) et une sequence NLS. Toutefois, ce systeme neces- 
site la presence d'un polymere cationique et/ou d'un lipofectant, qui ont 




20 I'inconvenient d'etres toxiques et/ou couteux. 

- la Demande Internationale WO 97/30170 qui decrit egale- 



ment des compositions pour la tiansfection des cellules eucaryotes, qui 

compronnont I'acid e nucleique & transferter, an mnins un lipide catiomque a 

une concentration suboptimale et au moins un peptide acide (actif sur la 
25 membrane), qui destabilise la membrane endosomique et augmente ainsi 
I'efficacite de la transfection. Le rapport charge positives /charges negatives 
est compris entre 0 et 3. Les peptides selectionnes sont issus du virus de 
I'influenza, pour induire ime rupture effective des endosomes. La presence des 
lipides est n^cessaire, dans cette composition, du fait que le peptide selec- 
30 tionne ne permet pas le passage de la premiere membrane cellulaire. 



De tels complexes ne permettent done pas d'eviter les incon- 
venients lies a Tutilisation de liposomes. 

C'est sans doute la raison pour laquelle des complexes ne 
mettant en oeuvre que des peptides ont ete proposes : 
5 - la Demande de Brevet europeen 0 544 292, qui decrit un 

complexe de transfection d'acide nucleique qui comprend ime proteine de 
fusion constituee d'un facteur cellulaire (facteur de croissance, antigene viral, 
toxine, integrine ou lipoproteine) et d'un peptide polycationique basique 
comprenant des residus arginine et/ou lysine. 

10 - la Demande Intemationale WO 94/23751, qui decrit un 

peptide de transfert qui comprend trois parties : (1) un ligand LI (peptide de 
2 a 100 aminoacides, apte a se lier a un site de liaison a la surface des cellules 
eucaryotes (recepteur membranaire) (exemple : peptide RGD, domaine de 
liaison des facteurs de croissance, des hormones, des antigenes viraux ou des 

15 lipoproteines ; (2) im ligand L2 similaire a LI (peptide de 2 a 20 aminoacides), 
qui se lie a la membrane nucleaire exteme des cellules eucaryotes, telle 
qu'une sequence NLS et (3) un ligand L3 correspondant a un peptide basique 
(3 a 100 aminoacides) (fragment d'histone HI ou H2B, par exemple). Les 
peptides de transfert decrits dans cette Demande ont done une structure 

20 generale ligand d'un recepteur membranaire-ligand de la membrane 
nucleaire exteme-peptide basique. Une telle structure a ete proposee afin 
d'ameliorer la specificite du complexe vis-a-vis de cellules cibles, mais 
presente ime toxicite du meme ordre que celle des liposomes ; en outre, il faut 
adapter la construction en fonction des cellules cibles (presence de recepteurs 

25 specifiques sur les cellules cibles) et 

- la Demande intemationale WO 95/31557 qui decrit un 
vecteur de transfection comprenant un peptide synthetique et I'acide 
nucleique a transfecter. Le peptide synthetique comprend ime chaine polyme- 
rique d'aminoacides basiques, de preference en position C-terminale (10-50 

30 aminoacides, tels que lysine, arginine et omithine), un peptide NLS (6-15 
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aminoacides, tels que la sequence NLS de I'antigene T de SV40, la sequence 
NLS de I'antigene T de polyome, la sequence NLS d'adenovirus El a ou la 
sequence NLS d'adenovirus Elb, de preference en position N-terminale et 
une region charniere d'aminoacides neutres (6-50 aminoacides selectionnes 

5 parmi la glycine, I'alanine, la leucine et I'isoleucine), entire la chaine polyme- 
rique et le peptide NLS. La sequence NLS preferee est la sequence de 
I'antigene T du virus SV40 (petite sequence d'aminoacides basiques : 
PKKKRKV), qui est efficace dans les cellules de mammifere ou une sequence 
hydrophobe courte qui contient un ou plusieurs aminoacides basiques 

10 (KIPIK). La sequence charniere, comprend 6-26 aminoacides neutres selec- 
tionnes uniquement parmi Gly (G), Ala (A), Leu (L) et He (I). Le rapport (en 
poids) peptide:ADN est compris enh-e 1:1 et 1:10. Le peptide decrit dans ce 
document passe difficilement la membrane cellulaire et c'est la raison pour 
laquelle, il est preconise, dans cette Demande intemationale de traiter les 

15 cellules avant la transfection : les cellules sont traitees avec ime solution 
hypertonique, puis avec une solution hypotonique en presence du complexe 
acide nucleique-peptide. La solution hypertonique peut contenir du PEG 
(0,3 M-0,6 M) et du saccharose (10-25 %). 

Ces differents complexes possedent la propriete de condenser 

20 I'ADN et de promouvoir son association avec la membrane cellulaire ; toute- 
fois ils sont loin d'etre aussi performants que les vecteurs viraux, notamment 
en raison d'une condensation insuffisante de I'ADN a h-ansfecter et/ ou des 

diffiLulles rencon t rcca par I'ADN tiancfocto pour sortir de I'pnrinsnmp s a ns 

etre degrade et pour penetrer dans le noyau cellulaire. 

25 Cherchant a mettre au point de nouveaux vecteurs ne presen- 

tant pas les inconvenients des vecteurs viraux, les Inventeurs ont mis au point 
le vecteur decrit dans la Demande Intemationale WO 97/18317, qui decrit des 
compositions comprenant im complexe proteique adenoviral constitue : 



A. d'lin complexe proteique adenoviral, a savoir : 

- soit de 12 pentons, comprenant chacun au moins une fibre et 
line base de penton, a Texclusion de tout autre element constitutif du genome 
d'lm adenovirus, lesquelles fibre(s) et base du penton sont derivees soit du 

5 meme adenovirus, soit d'adenovirus differents, lesdits pentons etant lies par 
les bases de penton et formant ime structure en dodecaedre, stable aux 
enzymes proteolytiques, lequel complexe presente un poids moleculaire 
compris entre 4,8.10^ et 6,6. 10^ ; 

- soit de 12 bases de pentons, a Texclusion de tout autre ele- 
10 ment constitutif du genome d'un adenovirus, lesquelles bases de penton sont 

derivees soit du meme adenovirus, soit d'adenovirus differents, et forment 
une structure en dodecaedre, stable aux enzymes proteolytiques et en ce qu'il 
presente un poids moleculaire compris entre 3,2.10^ et 4.10^. 

B. d'lme sequence d'acide nucleique a transfecter et 

15 C. d'tm ligand entre le complexe proteique adenoviral et 

Tacide nucleique, tel que les peptides dont la partie N-terminale comprend la 
sequence en aminoacides N-terminales d'une fibre d'adenovirus de n'importe 
quel serotype (zone d'attachement au complexe proteique adenoviral) et dont 
la partie C-terminale comprend une polylysine ou une polyarginine. 

20 Les vecteurs de transfection decrits dans cette Demande 

permettent Tintemalisation de la sequence nucleique a transfecter et aug- 
mentent la permeabilite des endosomes ; il s'agit toutefois d'une structure 

rplafivpmpnf rnmplpxp qui mimp 1p rnmportement des adenovirus : en effet. 

les particules d'adenovirus sont relativement complexes et comprennent 

25 plusieurs sous-structures; en particulier la partie exteme ou capside est 
formee majoritairement de trois proteines : Thexon, la base du penton et la 
fibre ; la fibre permet I'attachement du virion a un recepteur cellulaire, alors 
que la base du penton permet Tintemalisation du virion. 

Poursuivant leurs recherches, les Inventeurs ont trouve que 

30 de maniere inattendue, un peptide derive de la proteine de fibre d'adenovirus 



7 

est capable de transfecter, de maniere efficace, des sequences d'acides 
nucleiques ou des proteines, en I'absence de liposomes et de traitement des 
cellules. 

La presente invention a pour objet un vecteur peptidique de 
5 trai^sfection d'une substance chimique selectionnee dans le groupe constitue 
par des sequences d'acides nucMiques, des proteines, des peptides et des 
substances chimiques pharmacologiquement actives, caracterise en ce qu'il 
contient outre ladite substance chimique, au moins im peptide de transfection 
derivant en tout ou en partie d'une fibre d'adenovirus et comportant au 
10 moins une zone constitute d'au moins 50 % d'aminoacides hydrophobes 
selectionnes dans le groupe constitue par I'alanine, la valine, la phenyl- 
alaiune, I'isoleucine, la leucine, la proline et la methionine. 

Conformement a I'invention, ledit peptide derive d'une fibre 
d'un adenovirus selectionne dans le groupe constitue par Ad2, Ad3, Ad4, 
15 Ad7, Ad8, Ad9, Adll, Adl2, Adl5, Adl6, Ad21, Ad40, Ad41, FAVl (CELO) 
etFAV7. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit vecteur de 
transfection, ledit peptide de transfection comprend : 

- un segment d'une sequence NLS derivee d'une fibre 
20 d'adenovirus comprenant entre 4 et 5 aminoacides et incluant une sequence 

selectionnee dans le groupe constitue par les sequences suivantes : Xo-Lys- 

Arg-Val-Arg (XoKRVR) (SEQ ID NO:l), Xo-Lys-Arg-Ala-Arg (XoKRAR) (SEQ 
m NU:2), Xo-Lys-Arg-Ser-Atg (XoKRSR) (SEQ ID N0.3), Xo-Lys - Arg Leu Arg 

(Xo-KRLR) (SEQ ID NO:4), Xo-Lys-Arg-Thr-Arg (XoKRTR) (SEQ ID NO:5), Xo- 
25 Pro-Lys-Lys-Pro-Arg (XoPKKPR) (SEQ ID NO:6), dans lesquelles Xo est nul ou 

represente Thr (T), Ala (A), Ser-Lys (SK) ou Ser (S), 

- une sequence hydrophobe comprenant entre 7 et 50 amino- 
acides, derivee d'une fibre d'adenovirus et selectionnee dans le groupe consti- 
tue par au moins I'une des sequences suivantes Xi-Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro- 
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Tyr-X2 (X1FNPVYPYX2) (SEQ ID NO:7), X,-Phe-Asp-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X2 
(X1FDPVYPYX2) (SEQ ID NO:8), dans lesquelles : 

Xi est nul ou represente une sequence d'au plus 43 amino- 
acides, de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des 
5 aminoacides hydrophobes et/ou polaires et/ou charges acides, et notamment 
I'une des sequences suivantes : Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID NO:9), Leu- 
Ser-Thr-Ser (LSTS) (SEQ ID NO: 10), Leu-Ser-Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NO:ll), 
Pro-Ser-Glu-Asp-Thr (PSEDT) (SEQ ID NO:12), Val-Asp-Asp-Gly (VDDG) 
(SEQ ID NO:13), Thr-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Asn-Asp-Asp 
10 (TQYAEETEENDD) (SEQ ID NO:14) ou Xa-Glu-Asp-Asp (X3EDD) (SEQ ID 
NO: 15) dans laquelle X3 represente Ala (A), Val (V), Leu (L), Phe (F) ou He (I) 
et 

X2 est nul ou represente une sequence d'au plus 43 amino- 
acides, de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des 

15 aminoacides hydrophobes et/ou polaires et/ou charges, et notamment I'xme 
des sequences suivantes : Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID NO:16), Ast-Thr- 
Glu-Thr (DIET) (SEQ ID NO:17), Asp-Ala-Asp-Asn (DADN) (SEQ ID 
NO:18), Asp-Pro-Phe-Asp (DPFD) (SEQ ID NO:19), Gly-Tyr-Ala-Arg (GYAR) 
(SEQ ID NO:20), Glu-His-Tyr-Asn (EHYN) (SEQ ID NO:21), Asp-Thr-Ser-Ser 

20 (DTSS) (SEQ ID NO:22) ou Asp-Thr-Phe-Ser (DTPS) (SEQ ID NO:23) et 

- ime sequence polymerique d'aminoacides basiques. 
On entend par : 

aminoacid es hydrophob es / l e s aminoacide s s uivants : Al a , 

Val, Leu, He, Pro, Phe et Met ; 
25 - aminoacides charges acides, les aminoacides suivants : Asp 

et Glu ; 

- aminoacides charges basiques, les aminoacides suivants : 
Lys, Arg et ornithine ; et 

- aminoacides polaires neutres, les aminoacides suivants : 
30 Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, Gin, His et Trp. 



t 



Lorsque la substance chimique est \me sequence d'acide 
nucleique, elle est s^lectionnee parmi les genes qui cedent pour un poly- 
peptide presentant une activite therapeutique, les sequences anti-sens et les 
ribozymes. 

5 Dans le cas d'tine sequence codante, elle comprend en outre 

un promoteur actif pour I'expression du polypeptide. 

Ledit promoteur est notamment selectionne dans le groupe 
constitug par des promoteurs constitutifs et des pron\oteurs inductibles. 

De maniere surprenante, un tel vecteur peptidique de trans- 
10 fection ne comprenant pas de lipides (sous forme de liposomes, par exemple), 
ni de base du penton est apte a transfecter, de maniere efficace, notamment 
des sequences d'acide nucleique de n'importe quelle taille, jusqu'au noyau et 
ce s'en empoisonner la cellule transfectee. 

Dans tous les cas, la sequence d'acide nucleique exogene, la 
15 proteine d'interet ou toute autre substance chimique, associee au dit vecteur 
de transfection p^netre dans la cellule (intemalisation). 

De maniere surprenante, I'interaction peptide de transfection- 
recepteur cellulaire accroit, de maniere significative, a la fois I'internalisation 
du vecteur de transfection et la permeabilite des endosomes, ce qui augmente, 
20 de maniere sigruficative, le passage de I'acide nucleique exogene, de la 
proteine d'interet ou de toute autre substance chimique des endosomes vers le 
cytoplasme et vers le noyau, en comparaison avec I'utilisation d'une vecteur 

incluant des lipides (sous la fuime Je liposomes, par exemple). 

De tels vecteurs peptidiques de transfection se revelent, de 
25 maniere surprenante, plus efficaces et moins toxiques que des compositions 
contenant des liposomes (lipides cationiques ou lipofectants). 

Selon im autre mode de realisation avantagetix dudit vecteur 
peptidique de transfection, la sequence polymerique d'aminoacides basiques 
comprend entre 10 et 50 residus d'aminoacides, selectionnes dans le groupe 
30 constitue par la lysine, I'arginine et I'omithine. 
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Selon tin autre mode de realisation avantageux dudit vecteur 
peptidique de transfection, la sequence NLS est a Textremite N-terminale du 
peptide de transfection et la sequence polymerique d'aminoacides basiques 
est a I'extremite C-terminale dudit peptide de transfection. 
5 Selon un autre mode de realisation avantageux dudit vecteur 

peptidique de transfection, lorsque la substance chimique est un acide 
nucleique, le rapport peptide de transfection/acide nucleique est compris 
entre 0,3:1 et 15:1, de maniere preferee entre 2:1 et 6:1, de preference entre 4:1 
et 6:1. 

10 Selon un autre mode de realisation avantageux dudit vecteur 

peptidique de transfection, il est associe a un ligand de ciblage. 

L'invention a egalement pour objet une composition, caracte- 
risee en ce qu'elle est essentiellement constituee par un vecteur de transfert tel 
que defini ci-dessus et un vehicule convenable selectionne dans le groupe 
15 constitue par les sels biliaires, les antiproteases, les cyclodextrines et leurs 
derives, les antiseptiques et les polyols. 

Les compositions selon Tinvention ont de nombreuses appli- 
cations comme medicaments, en medecine humaine et veterinaire : 

- en therapie genique humaine et animale, notamment dans 



20 les maladies hereditaires, 

- comme agents antiviraux (sequences anti-sens ou ribo- 




zymes), 

■ comm e ag e nts immvinogcne s ou vaccinaux, 

- comme agents antibacteriens, anticancereux etc... 

25 La presente invention a egalement pour objet un procede de 

transfection in vitro de cellules eucaryotes avec une substance chimique selec- 
tionnee dans le groupe constitue par des sequences d'acides nucleiques, des 
proteines, des peptides et des substances chimiques pharmacologiquement 
actives, caracterise en ce qu'il comprend la mise en contact et Tincubation 

30 d'un vecteur peptidique de trarisfection conforme a I'invention, dans un 
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tampon de dilution comprenant du NaCl 100-150 mM avec des cellules 
eucaryotes pendant 15 a 120 minutes a temperature ambiante, le rapport 
substance chimique a transfecter : peptide de trai\sfection 6tant compris entre 
0,3:1 et 15:1, de maniere preferee entre 2:1 et 6:1, de preference entre 4:1 et 6:1. 
5 Outre les dispositions qui precedent, rinvention comprend 

encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, 
qui se refere a des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la 
presente invention ainsi qu'aux dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre le transfert du gene de la luciferase avec le 
10 peptide I, en fonction du temps (figure lA) ou en fonction de la concentration 

en NaCl (figure IB). 

- la figure 2 illustre la cinetique de I'expression du gene de 
luciferase ; cette figure comporte en abscisse les rapports peptide de transfec- 
tion/ADN ou DOTAP/ADN et en ordonnees, le pourcentage de transfection 

15 aJl(B),J2(B),J3(B)etJ6(a); 

- la figure 3 repr^sente les migrations obtenues sur un gel de 
retardement, en fonction de la quantite de peptide de transfection ; 

- la figure 4 illustre les transfections obtenues avec les lipo- 
somes DOSPER et DOTAP ; cette figure comporte en abscisse les rapports 

20 liposomes/ADN et en ordonnees les RLU (Related Light Unit) /lOsec/lOP 
cellules ; 

- la figure 5 illustre la cinetique d'entree dans les cellules d'un 
peptide (peptide I), observee en miciuscjupie coi\focal e ; la coloimc A montr e 

le peptide fluorescent et la colorme B montre les acides nucleiques cellulaires 
25 colores au iodure de propidium ; 

- la figure 6 illustre I'inhibirion de la transfection par le 
peptide I, apres tine preincubation avec im exces de peptide I. Les cellules 
HeLa dans des plaques comportant 24 puits sont preincub^es avec le peptide I 
pendant une heure a 4°C a des concentrations de 10 ou 50 |ig/ml, respective- 

30 ment ; 
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- la figure 7 represente quelques sequences de fibres 

d'adenovirus. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont 
donnes uniquement a titre d'illustration de Tobjet de rinvention, dont ils ne 
5 constituent en aucune maniere une limitation. 
EXEMPLE 1 : Materiel et methodes. 

- Cellules, plasmide et peptides : 

Les cellules HeLa sont cultivees a 37°C dans un milieu EMEM 
supplemente en serum de veau foetal a 10 % sous ime atmosphere contenant 
10 5 % de CO2. 

Un vecteur reporter de la luciferase (plasmide pGL3, 
Promega), est utilise pour demontrer la transfection. 

Le peptide IC comprend la sequence n° 2, la sequence 10, 
la sequence n° 7, la sequence n° 16, de I'extremite N-terminale a Textremite C- 
15 terminale et 10 lysines ; ce peptide correspond aux 20 residus N-terminaux de 
la fibre d'Ad3. Le peptide I contient ces memes 20 aminoacides N-terminaux 
de la fibre d'Ad3 et 20 lysines ; les peptides ont ete obtenus par synthese en 
phase solide, suivie d'une purification par HPLC. 

Ce peptide I est marque a la fluoresceine ; des peptides 



20 comprenant 10 lysines au lieu de 20, ont ete egalement prepares. L'integrite 
de Tensemble des peptides est verifiee par spectroscopie de masse. 




- Gel de retardement : 
500 ng d^ADN plasmidique (pGL3) sont preincubes avec 

differentes quantites de peptides pendant 5 min a temperature ambiante, puis 
25 soumis a une electrophorese sur gel d'agarose a 1 % prepare dans un tampon 

TBE. 

Apres electrophorese a 50 V dans le tampon TBE pendant 30 
min, TADN sur le gel etant colore au bromure d'ethidium et visualise en 
lumiere ultraviolette. 



s 
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- Transfections : 

1,5 a 12 \Lg de peptide I dans 50 |il de tampon de dilution (Tris 
20 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM) sont incubes avec 1,5 ng de plasmide pGL3 
dans 250 |il de milieu EMEM pendant 15 a 30 min a temperature ambiante. 

5 Le melange de DOTAP ou de DOSPER avec 1,5 \ig de 

plasmide pGLS est prepare selon les instructions du fabricant (Boehringer). 
Pour les etudes de I'effet du peptide sur la transfection en presence des lipo- 
somes, des portions de peptides sont melangees avec le DOTAP ou le 
DOSPER dans le tampon de dilution defini plus haut pendant 15 a 30 min a 

10 temperature ambiante, puis 1,5 Jig de plasmide pGL3 est ajoute et incube 15 
min a temperature ambiante. 

Les transfectioits sont realisees dans des plaques comportant 
24 puits (Beckton Dickirison) avec 1,5 x lOs cellules/puits (confluence 
d'environ 50 %) pendant 1 h a 37°C. Apres 24 h, remission lumineuse est 

15 mesuree daxvs les lysats cellulaires avec le test Promega Luciferase Assay 
System. 

- Test hemolytique : 

Des erythrocytes humains sont laves 3 fois avec du tampon 
PBS. 10* erythrocytes sont incubus avec 6 jig de peptide I pendant differentes 
20 periodes de temps a 37"'C. Apres centrifugation a 10 000 g pendant 5 min, la 
density optique du sumageant est mesuree a 540 nm. 

- Intemalisation du peptide : 

Des cellules HeLa, cultiveeS snr laiiielleb (le*- 

cellules/lamelle) sont traitees avec de la senom albumine bovine a 3 % dans 
25 du EMEM pendant 15 min a 37°C. 

Les cellules sont lavees deux fois avec du tampon PBS, incu- 
bees avec 40 jig/ml de peptide I marque a la fluoresceine pendant differentes 
durees a 37°C, fbcees avec du paraformaldehyde a 2 % dans du PBS pendant 
20 min a 37°C, lavees avec du PBS et colorees avec 1 [ig/ml d'iodure de 
30 propidivim dans du PBS pendant 5 min a temperature ambiante. 
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Les lamelles sont montees sur une lame de microscope avec 
du 1,4-diazabicyclooctane (Sigma) et observees sur un microscope confocal 
MRC600 (BioRad). 

* Resultats : 

5 - Transfection cellulaire avec le peptide I : 

Toutes les experiences ont ete realisees avec des cellules HeLa 
transfectees par le plasmide pGL3 (Stratagene) portant le gene de la lucife- 
rase. Pour des rapports peptide I/ADN egaux a 2, le temps optimal 
d'mteraction entre les complexes transfectants et les cellules est compris entre 
10 60 et 120 min (figure lA). 

L'effet des concentrations de NaCl a ete teste pendant 1 h de 
transfection sur Texpression genique mesuree 24 h apres la transfection 
(figure IB). 

II existe un optimum de transfection pour des rapports 
15 peptide I/ADN compris entre 4 et 6 et pour une concentration en NaCl de 
125 mM. Les concentrations inferieures a 100 mM et superieures a 150 mM 
semblent inhibitrices. 

L'expression du transgene peut etre observee jusqu'a 6 jours 
apres la transfection (figure 2). Cependant, Taddition de serum a 2 % abolit 



20 completement la transfection avec le peptide L 

Le comportement des complexes ADN/peptide est analyse 




sur des gels a retardement. Theoriquement, 526 molecules de peptide sont 
necessaires pour nentraliser Ips rharges He phosphate portpes par le plfl.smide 

(5256 pb), ce qui signifie que 322 ng de peptide I sont necessaires pour la 
25 neutralisation complete de 500 ng de plasmide. 

La figure 3 montre que Tincubation avec 250 ng de peptide 

entraine un retardement de la migration de TADN et Taddition de 500 ng de 

peptide stoppe completement sa migration, ce qui est en accord avec les 

considerations theoriques exposees ci-dessus. 
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L'efficacite de transfection la plus importante est observee 
lorsque Ton a un exces de I'ordre de 4, de charges neutralisantes peptidiques 
par rapport a I'ADN (figure IB), ce qui confirme que le transfert du gene 
r\'mtervient qu'en presence d'un exces de charges positives. 

- Parametres intervenant sur Teffiracite de la transfection par 
le peptide selon Tinvention : 

Les peptides selon I'invention comprennent essentiellement 3 
domaines, le signal de localisation nucleaire, le domaine hydrophobe et le 
polymere basique. 

Pour etudier I'effet de la structure du peptide sur la transfec- 
tion d'ADN, une serie de peptides dans lesquels les differentes parties du 
peptide I ont ete eliminees, dont les sequences sont illustrees au Tableau I ci- 
apres : 



TABLEAU I 





Peptide 


Sequences* 






I 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES-K20 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:16-K2o 






IC 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES-Kio 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:16-Kio 




s 


IE 


AKRARLSTSEDES-Kio 

= SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID NO:16-Kio 






lU 


AKRARLS'lSl-NFVyPYEDES-Kzo 

= SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID NO:16-K2o 






lA 


AKRARLSTSFNPVYPYEDES 

= SEQ ID NO:2 + SEQ ID NO:10 + SEQ ID NO:7 + SEQ ID 

NO:16 





15 * dans lesquelles Xo = A. 

Les resultats obtenus avec ces differents peptides sont illus- 

tres au Tableau II ci-apres. 
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TABLEAU II 



Peptide (fig) 


ADN (UK) 


RLU/10 s/105 cellules x ICP 


Peptide I 






3 


1/5 


450 


6 


1,5 


4 920 


9 


1,5 


1 450 


12 


1,5 


1 170 


Peptide IC 






3,6 


1,5 


1 


9 


1,5 


2 870 


12 


1,5 


i ooU 


Peptide IE 






3 


1,5 


1 


6 


1,5 


10 


9 


1,5 


ilU 


12 


1,5 




Peptide ID 






3-12 


1,5 


1 


Peptide lA 






3-12 


1,5 


1 


Peptide Kio 






3-12 


1,5 


1 


Peptide K20 






3-12 


1,5 


1-10 



Les resultats presentes dans le Tableau II montrent que 
Tefficacite de transfection depend de la presence de la sequence signal de 
5 localisation nucleaire de la proteine de fibre d'adenovirus. 

II n'y a aucune transfection lorsque Ton retire le domaine NLS 
(peptide ID), la poly lysine (peptide lA) ou a la fois le domaine NLS et la zone 
hydrophobe (peptide Kio et peptide K20). L'elrmination du domaine hydro- 
phobe entre la partie NLS et la partie polylysine induit un ef fet significatif : ce 
10 peptide (peptide IE) est environ 30 fois moins efficace que le peptide IC. 
Men\e si le peptide ID est encore capable d'attacher et de condenser I'ADN et 
d'entrer dans la cellule, il semble cependant incapable de transporter cet 
ADN dans le noyau. 

II ressort egalement de ces resultats que lorsque Ton diminue 
15 le nombre de lysines present dans le polymere polylysine (peptide IC), on 



t 



17 

observe im modeste effet negatif sur I'efficacite de transfection qui peut etre 
contrebalance en augmentant la quantite de peptide necessaire pour lin 
transfert efficace. 

- Effet du peptide sur la transfection en presence de lipo- 

5 somes : 

Deux liposomes ont ete utilises, le liposome DOTAP et le 
liposome DOSPER, tous deux commercialises par Boehringer. 

lis sont constitues de lipides cationiques avec des liaisons 
esters internes capables d'itre degradees par les esterases ou les lipases cellu- 
10 laires, ce qui devrait conf^rer a ces liposomes une cytotoxicite inferieure a 
celle observee avec d'autres liposomes. 

Les conditions de transfection des cellules HeLa ont ete opti- 
misees pour les liposomes seuls (figure 4). La transfection avec le liposome 
DOTAP conduit a des efficacites inferieures a celles observees avec le lipo- 
15 some DOSPER ; cependant, les transfections avec le liposome DOTAP ont 
tendance a presenter un plateau au dessus d'un certain rapport 
ADN/ liposome, tandis que les transfections avec le liposome DOSPER 
presentent im pic. Pour les transfections simultanees peptide/ liposome, 
I'ordre dans lequel ces composes sont ajoutes est important, puisque I'on 
20 observe ime efficacite sup6rieure (augmentation de plusieurs facteurs), 
lorsque le liposome est d'abord melange avec le peptide (et non avec I'ADN) 
puis lorsque I'ADN plasmidique est ajoute apres 15 min d'incubation a 

temperature ambiante. 

Le Tableau III ci-apres illustre les resultats obtenus. 
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TABLEAU III 

RLU/10 sec/105 cellules x 10^ 



DOTAP:ADN Pas de peptide I 


Peptide LADN 


2 9 320 ± 820 
4 18 590 ±570 
6 4 140 ± 640 


2 4 
28 900 ± 890 30 440 ± 2 360 
15 050 ± 340 17 750 ± 750 
3 800 ± 770 7 300± 150 


DOSPER:ADN Pas de peptide I 


Peptide I:ADN 


4 822 ± 78 
5,5 6 880 


12 4 
3 160 ±760 11 102 ±2 370 5 140 
18 820 13 760 12 840 


Pas de liposome 


13 550 ±2 930 35 500 ±4 800 



Les resultats illustres a ce Tableau III ont ete obtenus dans les 
conditions suivantes : 
5 des portions du peptide I sont melangees avec 1,5 |ig de 

plasmide pGL3 dans 300 ^1 de tampon de dilution pendant 15 min a tempera- 
tiure ambiante. 

Le liposome DOTAP est melange avec 1,5 [ig de plasmide 
pGL3 dans ion rapport DOTAP/ADN de 2 ou de 4 (v/p), dans 300 jil de 
10 tampon de dilution pendant 15 min a temperature ambiante. 

De maniere surprenante, ces resultats montrent qu'en 
Tabsence de liposomes, on observe avec le peptide seul dans des rapports 
pep tide /ADN de 4, des resultats superieurs a ceux observes avec le melange 
liposome/peptide. 
15 - Localisation intracellulaire du peptide : 

La distribution cellulaire du peptide I fluorescent est suivie en 

microscopie confocale (figure 5). 

Les premieres observations, effectuees 2 min apres la transfec- 

tion, montrent tme certaine quantite de signal a la peripherie de la cellule. 
20 5 a 10 min apres I'addition du peptide, on observe vm signal 

cytoplasmique fort, indiquant I'entree du peptide dans la cellule. 



s 
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A 30 min, le signal est ^galement observe dans le noyau et un 
signal tres brillant est observe dans les nucleoles. Ce transfert important vers 
les nucleoles est particulierement surprenant. 

Les observations realisees entre 60 et 120 min montrent le 
5 passage du peptide a nouveau daiis le cytoplasme et a la p^ripherie de la 
cellule jusqu'a la perte totale du signal. 

Les resultats illustres a cette figure 4 ont ete obtenus avec des 
concentrations en peptide deux fois plus importantes (40 M^g/ml) que celles 
utilisees poiu- les essais de transfection d'ADN. Lorsque I'on utilise les 
10 concentrations habituelles pour les transfections, I'acctimulation de peptides 
est plus lente, mais suit les memes etapes que celles precisees ci-dessus. 

- Mecanisme de Tintemalisation du peptide : 

Un test hemolytique realise avec le peptide I sur des erythro- 
cytes donne des resultats negatifs qui montrent que I'interaction de la cellule 
15 avec le peptide I n'est pas liee a la formation de pores. Dans la mesure ou I'on 
observe aucime expression de luciferase lorsque les transfectior« sont reali- 
sees a 4°C, il semble que le mecaiusme de I'intemalisation du peptide depend 
de I'endocytose et implique le cytosquelette. 

Pour determiner s'il existe des sites d'attachement sp^cifique 
20 du peptide I ^ la membrane plasmatique, des cellules ont et6 pr^incubees 
avec le peptide I a 4°C pendant 2 h, de maniere a essayer de saturer les 6ven- 
tuels sites d'attachement du peptide. 

II e n es t r esultc une inhibition totale de la transfection (figure 

6), qui indique que cette denuere implique une endocytose recepteur depen- 
25 dante. 

- Taille du complexe transfectant : 

On peut utiliser la dispersion de la lumiere pova mesurer la 
taille des complexes et leur dishribution, s'il y a ime formation de population 
mixte. Dans ces conditior\s, on peut etudier I'effet du temps d'incubation sur 
30 la formation des complexes transfectants. 
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La taille est mesuree immediatement apres le melange et 1 h 
apres. Les complexes realises par melange du liposome DOTAP avec im 
plasmide d'ADN ont un diametre d'environ 115 nm et leur taille ne change 
pas pendant I'incubation. 

5 Les complexes ADN/peptide I sont plus grands et presentent 

un diametre d'environ 350-360 nm. De plus, la formation du complexe est un 
processus dynamique puisque Ton observe une augmentation rapide de la 
taille en fonction du temps d'incubation lorsque plus de 90 % des complexes 
atteint un diametre 660-1100 nm apres 1 h. 

10 La taille et la distribution des complexes avec le peptide I est 

similaire quel que soit le rapport peptide/ ADN (de 1 a 8). 

L'effet de la taille du complexe sur i'efficacite de la transfec- 
tion a ete etudie en utilisant des complexes prepares en faisant varier la 
periode d'incubation a temperature anibiante. Les resultats sont illustres au 

15 Tableau IV ci-apres. 



TABLEAU IV 

RLU/10 sec/105 cellules x 10^ 





Peptide:ADN 


Temps de preincubation a 
temperature ambiante (min) 


t 


Experimentation 1 : 
2 
4 
6 


15 60 120 
410 150 827 
2 540 1 900 1 460 
702 3 460 980 


Experimentation 2 : 
4 


0 15 30 60 
400 3 240 4 950 4120 




-e 15 39 69 HQ — 




Exp^riiiniiilaliuii 3 : 
4 


1 710 14 550 23 170 32 175 6 800 





De maniere surprenante, avec les complexes selon I'invention, 
20 meme de tres grands agregats peuvent etre transfectes. 

Pour mesurer la taille de la substance transfectee, des mesures 
de dispersion de la lumiere ont ete realisees avec un laser ion-argon (Spectra 
Physics 1161) a 488 nm et 150 mW (geometric de dispersion a 90"*). Le spectre 
est accumule pendant 200 s en utilisant im correlateur Malvern 7032 (Malvern 
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Instruments) puis repete 1 h apres. Tous les spectres sont en mode 
homodyne : les amplitudes de la fonction de correlation d'intensite avec tm 
retard nul sont consistantes avec le facteur de coherence special P obtenu avec 
une suspension de latex dilue, a savoir p = 0,90. 

5 Les rayons hydrodynamiques Rh sont calcules en utilisant la 

procedure multimodal Malvern (Pike-Ostrowsky), pour caracteriser les 
principaux taux de degradation de la fonction de correlation de champs avec 
la relation de Stokes-Einstein Rh = kBTQV(67criri), dans laquelle Tl est le taxix 
de degradation principale, T est la temperature absolue du bain thermique 

10 (298 K), Q le vecteur d'onde de transfert et r\ la viscosite du solvant. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, T invention ne se 
limite nuUement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et 
d'application qui vierment d'etre decrits de fa^on plus explicite ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent venir a I'esprit du 

15 technicien en la matiere, sar\s s'ecarter du cadre, ni de la portee, de la presente 
invention. 
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REVENDICATIONS 

1°) Vecteur peptidique de trans fection d'une substance 
chimique selectionnee dans le groupe constitue par des sequences d'acides 
nucleiques, des proteines, des peptides et des substances chimiques pharma- 
5 cologiquement actives, caracterise en ce qu'il contient outre ladite substance 
chimique, au moins un peptide de transfection derivant en tout ou en partie 
d'une fibre d'adenovirus et comportant au moins une zone constituee d'au 
moins 50 % d'aminoacides hydrophobes selectionnes dans le groupe constitue 
par Talanine, la valine, la phenylalanine, I'isoleucine, la leucine, la proline et 
10 la methionine. 

2"") Vecteur de transfection selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que ledit peptide de transfection derive en tout ou en partie d'une 
fibre d'un adenovirus selectionne dans le groupe constitue par Ad2, Ad3, 
Ad4, Ad7, Ad8, Ad9, Adll, Adl2, Adl5, Adl6, Ad21, Ad40, Ad41, FAVl 
15 (CELO) et FAV7. 

3°) Vecteur de transfection selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterise en ce que ledit peptide de transfection comprend : 

- un segment d'une sequence NILS derivee d'une fibre 
d'adenovirus comprenant entre 4 et 5 aminoacides et incluant une sequence 

20 selectionnee dans le groupe constitue par les sequences suivantes : Xo-Lys- 
Arg-Val-Arg (XoKRVR) (SEQ ID NO:l), Xo-Lys-Arg-Ala-Arg (XoKRAR) (SEQ 
ID NO:2), Xo-Lys-Arg-Ser-Arg (XoKRSR) (SEQ ID NO:3), Xo-Lys-Arg-Leu-Arg 

(XuKRLR) (SEQ ID NO:l), Xu Lyo Arg Thr Arg (XoKRTR) (SEQ ID NO : 5); Xo- 

Pro-Lys-Lys-Pro-Arg (XoPKKPR) (SEQ ID NO:6), dans lesquelles Xo est nul ou 

25 represente Thr (T), Ala (A), Ser-Lys (SK) ou Ser (S), 

- une sequence hydrophobe comprenant entre 7 et 50 amino- 
acides, derivee d'une fibre d'adenovims et selectionnee dans le groupe consti- 
tue par au moins I'une des sequences suivantes Xi-Phe-Asn-Pro-Val-Tyr-Pro- 
Tyr-X2 (XiITS[PVYPYX2) (SEQ ID NO:7), Xi-Phe-Asp-Pro-Val-Tyr-Pro-Tyr-X2 

30 (X1FDPVYPYX2) (SEQ ID NO:8), dans lesquelles : 
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Xi est nul ou represente line sequence d'au plus 43 amino- 
acides, de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des 
aminoacides hydrophobes et/ou polaires et/ou charges acides, et notanunent 
I'vine des sequences suivantes : Leu-Ser-Asp-Ser (LSDS) (SEQ ID NO:9), Leu- 

5 Ser-Thr-Ser (LSTS) (SEQ ID NO:10), Leu-Ser-Ser-Ser (LSSS) (SEQ ID NO:ll), 
Pro-Ser-Glu-Asp-Thr (PSEDT) (SEQ ID NO:12), Val-Asp-Asp-Gly (VDDG) 
(SEQ ID NO:13), Thr-Gln-Tyr-Ala-Glu-Glu-Thr-Glu-Glu-Asn-Asp-Asp 
(TQYAEETEENDD) (SEQ ID NO:14) ou Xa-Glu-Asp-Asp (X3EDD) (SEQ ID 
NO: 15) dans laquelle X3 represente Ala (A), Val (V), Leu (L), Phe (F) ou He (I) 

10 et 

X2 est nul ou represente une sequence d'au plus 43 amino- 
acides, de preference une sequence de 5 a 15 aminoacides, comprenant des 
aminoacides hydrophobes et/ou polaires et/ou charges, et notamment I'lme 
des sequences suivantes : Glu-Asp-Glu-Ser (EDES) (SEQ ID NO:16), Ast-Thr- 
15 Glu-Thr (DTET) (SEQ ID NO:17), Asp-AIa-Asp-Asn (DADN) (SEQ ID 
NO:18), Asp-Pro-Phe-Asp (DPFD) (SEQ ID NO:19), Gly-Tyr-Ala-Arg (GYAR) 
(SEQ ID NO:20), Glu-His-Tyr-Asn (EHYN) (SEQ ID NO:21), Asp-Thr-Ser-Ser 
(DTSS) (SEQ ID NO:22) ou Asp-Thr-Phe-Ser (DTPS) (SEQ ID NO:23) et 
- ime sequence polymerique d'aminoacides basiques. 
20 4°) Vecteur de transfection selon I'une quelconque des reven- 

dications 1 a 3, caracterise en ce que la sequence polymerique d'aminoacides 
basiques comprend entre 10 et 50 residus d'aminoacides, selectionnes dans le 

groupe C0nstitu6 pa r la lysine, l^arginin e et I'omi t hin e . — 

5°) Vecteur de transfection selon la revendication 3 ou la 
25 revendication 4, caracterise en ce que la sequence NLS est a I'extremite N- 
terminale du peptide de transfection et la sequence polymerique 
d'aminoacides basiques est a I'extremite C-terminale dudit peptide de trans- 
fection. 

6°) Vecteur de transfection selon I'une quelconque des reven- 
30 dications 1 a 5, caracterise en ce que lorsque la substance chimique est un 
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acide nucleique, le rapport peptide de transfection/acide nucleique est 
compris entre 0,3:1 et 15:1, de maniere preferee entre 2:1 et 6:1, de preference 
entre 4:1 et 6:1. 

7°) Vecteur de transfection selon Tune quelconque des reven- 

5 dications 1 a 6, caracterise en ce qu'il est associe a tin ligand de ciblage. 

8°) Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle est 
essentiellement constituee par im vecteur de transfection selon Tune quel- 
conque des revendications 1 a 7 et un vehicule convenable selectionne dans le 
groupe constitue par les sels biliaires, les antiproteases, les cyclodextrines et 

10 leurs derives, les antiseptiques et les polyols. 

9°) Precede de transfection in vitro de cellules eucaryotes avec 
une substance chimique selectionnee dans le groupe constitue par des 
sequences d'acides nucleiques, des proteines, des peptides et des substances 
chinrdques pharmacologiquement actives, caracterise en ce qu'il comprend la 

15 mise en contact et Tincubation d'un vecteur de transfection selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 7, dans un tampon de dilution comprenant 
du NaCl 100-150 mM avec des cellules eucaryotes pendant 15 a 120 minutes a 
temperature ambiante, le rapport substance chimique a transfecter sur 
peptide de transfection etant compris entre 0,3:1 et 15:1, de maniere preferee 

20 entre 2:1 et 6:1, de preference entre 4:1 et 6:1. 
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